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摘 要 
Novosphingobium pentaromativorans US6-1 是一株筛选自 Ulsan 海湾沉积物
的革兰氏阴性菌，能高效降解 2 环至 5 环的 PAHs。链特异转录组测序发现，苯
并芘（BaP）压力下共有 13 个 TonB 系统相关基因表达水平显著上调，为揭示
TonB 系统在菌株 US6-1 应对 BaP 压力中的作用，我们以 TonB 系统中的关键基
因 tonB 为研究对象，在基因组序列分析和实时荧光定量 PCR 分析的基础上通过
自杀性质粒同源重组的方法构建了新鞘氨醇杆菌 US6-1 tonB 基因缺失菌株，并
对 tonB 基因缺失株的生物学特性展开了研究，主要研究结果如下： 
    （1）基因组序列的分析结果表明菌株 US6-1 有 4 个 tonB 基因， 我们分别
将其称为 tonB1、tonB2、tonB3 和 tonB4。tonB3（JI59_RS10120）处于 tonB3
（ JI59_RS10120） /exbD1（ JI59_RS10130） / exbD2（ JI59_RS10135） /motA
（JI59_RS10125）基因簇中；tonB1（JI59_RS03025），tonB2（JI59_RS06215）
和 tonB4（JI59_RS15490）以单顺反子的形式存在，其侧翼没有发现 exbB/exbD
或其同源基因，这 3 个 tonB 基因可能是通过直接与相应的 TonB 依赖性受体相互
作用而发挥相应的生物学功能。  
（2）氨基酸序列分析表明 tonB3 与 tonB1、tonB2、tonB4 基因编码氨基酸之
间的同源性分别为 18.58%、23.04%、23.96%，两个 exbD 基因编码氨基酸之间
的同源性为 24%；值得注意的是菌株 US6-1 基因组中有 43 个 TonB 依赖性受体
蛋白编码基因，它们之间的氨基酸同源性为 10%~60.47%。 
（3）多重序列比对分析显示 4 个 TonB 蛋白的 C 末端结构域都具有“YP”基
序，除 TonB4 外其他 3 个 TonB 蛋白都具有“SSG”基序；对 TonB 蛋白的 C 末端
序列进行三维结构预测发现 TonB1、TonB2、TonB3 和 TonB4 的 C 末端结构域均
由 2 个 α 螺旋和 3 个 β 折叠片构成。 
（4）在以 BaP 为唯一碳源和不添加任何碳源的条件下，通过实时荧光定量
PCR 跟踪 BaP 胁迫和饥饿压力下 tonB 基因的表达差异。结果显示：饥饿处理 4d
后，基因 tonB1、tonB3、tonB4 的表达水平显著上调且明显高于 BaP 处理 4d 后
该基因的表达水平；BaP 处理 2d、6d 后，基因 tonB2 表达水平显著上调且明显
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高于饥饿处理组中该基因的表达水平。我们推测基因 tonB2 与菌株 US6-1 响应
BaP 压力有关，而基因 tonB1、tonB3、tonB4 可能参与了菌株 US6-1 的饥饿应答
过程。 
（5）本研究通过自杀性质粒同源重组的方法构建了菌株 US6-1 tonB2 基因
的缺失菌株 US6-1ΔtonB2，并对缺失株的生物学特性进行了初步研究。结果表明，
tonB2 基因的缺失对菌株 US6-1ΔtonB2 的生长并没有影响，与 US6-1 相比缺失株
US6-1ΔtonB2 对菲（Phe）和 BaP 的降解能力显著下降，由此可知基因 tonB2 在
菌株 US6-1 降解多环芳烃的过程中扮演重要角色。此外，缺失株 US6-1ΔtonB2
的生物膜形成能力显著增强。 
 
关键词：新鞘氨醇杆菌；TonB 蛋白；实时定量 PCR；基因敲除 
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Abstract 
Novosphingobium pentaromativorans US6-1, a marine bacterium isolated from 
muddy sediment of Ulsan Bay, Republic of Korea, is a gram-negative bacterium, 
which can effectively degrade polycyclic aromatic hydrocarbons that have two to five 
benzene rings. Strand-specific RNA sequencing show that 13 TonB system-related 
genes significantly upregulated under BaP stress. In order to reveal the response of 
TonB system to BaP stress in strain US6-1, the key gene tonB in TonB system was 
studied. Based on the genomic sequence analysis and real-time quantitative PCR 
analysis, tonB gene deletion mutant of US6-1 was constructed by homologous 
recombination of suicide plasmids, and the biological characters of tonB gene-deleted 
strain was studied. The main results are as follows: 
(1) Genome analysis revealed the locations of 4 hypothetical tonB genes in the 
Novosphingobium pentaromativorans US6-1 genome. We termed them tonB1, tonB2, 
tonB3 and tonB4 respectively. The tonB3 (JI59_RS10120) gene is organized into 
operon with exbD1 (JI59_RS10130) / exbD2 (JI59_RS10135) /motA (JI59_RS10125) 
genes. tonB1 (JI59_RS03025) , tonB2 (JI59_RS06215) and tonB4 (JI59_RS15490) 
exist in the form of monocistronic copy, with no flanking exbB/exbD or its 
homologous genes were detected. These three tonB genes may interact directly with 
corresponding TonB-dependent receptors to accomplish a certain biological function. 
(2) The amino acid sequence analysis shows that the homology of the 4 TonB 
amino acids is 13.28 % to 23.96 %, and the multiple sequence alignment shows that 4 
TonB proteins all contain a motif called “YP”, and that they all contain a motif called 
“SSG” except TonB4. We can find by tertiary structure prediction that carboxyl 
terminal domains of TonB1, TonB2, TonB3 and TonB4 all contain 2 α-helixes and 3 
β-pleated sheets.  
(3) The result of quantitative PCR shows that the gene expression level of tonB1, 
tonB3 and tonB4 increase significantly after 4-day starvation, and the level is higher 
than that after 4-day in BaP treatment. The expression level of tonB2 increases greatly 
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after 2-day or 6-day under BaP treatment, and it is notably higher than that under 
starvation. Thus, we predict that tonB2 is related to the response of US6-1 to the 
pressure of BaP, while tonB1, tonB3 and tonB4 may be involved in the response to 
starvation. 
（5）In this study, tonB2 gene was deleted by homologous recombination of suicide 
plasmids, to generate the mutant US6-1ΔtonB2, and then the biological characters of 
US6-1ΔtonB2 were studied. The results show that inactivation of tonB2 had no 
significant effects on the growth of US6-1ΔtonB2; Biodegradation rate of Phe and 
BaP by US6-1ΔtonB2 were significantly impaired, suggesting that tonB2 plays an 
important role in PAHs degradation. On the other hand, tonB2 deletion in US6-1 
remarkably enhanced biofilm formation.  
 
Keywords: Novosphingobium; TonB protein; qPCR; gene knockout 
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第一章 前言 
1 多环芳烃简介 
1.1 多环芳烃的来源和分布 
多环芳烃(Polycyclic Aromatic Hydrocarbons，PAHs)是煤、石油、木材等有机
物不完全燃烧时产生的碳氢化合物，通常由两个或两个以上的苯环通过线性排列、
弯接、簇聚等方式（如图 1.1）构成[1, 2]。多环芳烃种类多样，其中有相当部分
具有致癌性，如苯并芘、苯并蒽等[3]。常温下多环芳烃为无色、白色或者淡黄色
的固体有机物，它们具有高熔点、高沸点、低蒸气压、低水溶性的特点，随着分
子质量的增加其蒸气压、抗氧化还原能力增加，水溶性降低[4, 5]。此外，多环芳
烃还表现出了光敏感性、热稳定性、导电性等特征[6]。多环芳烃拥有非常典型的
紫外吸收光谱，每一种多环芳烃都有其特征性的紫外吸收光谱，这对于多环芳烃
的检测、鉴定非常重要。 
 
图 1.1 多环芳烃分子苯环排列方式[1, 2] 
Figure 1.1 Molecular arrangement of the polycyclic aromatic hydrocarbons[1, 2] 
资料来源：Baklanov, A., , A. Integrated systems for forecasting urban meteorology, air pollution and population 
exposure. 2007  Douben, P.E., PAHs: an ecotoxicological perspective. 2003 
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虽然多环芳烃种类繁多，但人们所关注的多环芳烃的种类是非常有限的，通
常是 14-20 种多环芳烃[7]。多环芳烃的苯环之间拥有两个或两个以上的共用碳原
子，共用碳原子数目小于等于 6 个的多环芳烃被认为是小分子多环芳烃，共用碳
原子数目大于 6 个的多环芳烃被认为是大分子多环芳烃，大部分研究主要集中在
小分子多环芳烃上，国际癌症研究机构认为最小的多环芳烃是菲和蒽，它们的苯
环之间都有 3 个共用的碳原子[3]。 
多环芳烃的来源可分为 3 种类型：高温热解、造岩作用和生物活动，其中生
物活动是多环芳烃的主要来源。当有机物在低氧或者无氧的条件下暴露于高温环
境中，就会因有机物不完全燃烧而产生多环芳烃。有目的的高温裂解作用包括煤
干馏成焦炭和煤焦油，石油残渣热裂解成更轻的碳氢化合物等过程。此外，还存
在无意的高温裂解作用，如机车燃料的不完全燃烧，森林大火或壁炉中木材的不
完全燃烧，供暖系统中石油燃料的不完全燃烧。高温热解作用在 350℃到 1200℃
都有发生。多环芳烃也可以在较低的温度下产生，如石油中的多环芳烃是在
100℃-150℃的温度下经过上百万年的时间形成的[7]。 
在原油成熟或者类似的过程中产生的多环芳烃被称为因造岩作用而产生的
多环芳烃，此类多环芳烃主要是原油或原油制品在运输、储存、使用的过程中产
生的，包括淡水或海水溢油、储油罐渗漏、天然气以及机车用油的挥发。众所周
知，多环芳烃会在有机物的不完全燃烧中产生，其实在石油制品中也有多环芳烃
存在。此外，多环芳烃也可在生物代谢的过程中产生，某些植物或细菌在生长或
降解营养物质的过程中也会产生多环芳烃。多环芳烃的来源也可分为天然来源和
人类活动产生两种。天然来源的多环芳烃包括森林大火、火山喷发、细菌或藻类
合成、石油渗漏等；人类活动产生多环芳烃主要是焚化炉或工业生产中有机物的
不完全燃烧，其次是汽车尾气、火炉燃烧、飞机尾气、香烟烟雾和烧烤，其他的
来源还有石油制品渗漏、下水污泥、杂酚油废料。自然环境或人类活动中有机物
的不完全燃烧是多环芳烃的主要来源[8-10]。 
大气是多环芳烃扩散的主要媒介，大气中的多环芳烃主要来自于有机物的不
完全燃烧，城市大气中的多环芳烃的浓度比农村的高。大气中的多环芳烃以气相
和固相两种形式存在，以固相形式存在的多环芳烃吸附于大气中的颗粒物上[11-13]。
疏水性的多环芳烃具有较低的蒸气压，这使得它们比具有更高蒸气压的物质（如
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苯）更容易与空气中的颗粒物结合[14]。不同多环芳烃蒸气压的不同导致了不同
多环芳烃在气相和固相中分配比例的不同[15]。 
大气中的多环芳烃通过湿沉降和干沉降过程不断沉积在地球表面。沉降在地
表的多环芳烃有些来自于汽车尾气排放，另外一些则由大气从很远的地方携带而
来。多环芳烃也可继续吸附到已结合多环芳烃的土壤颗粒上。一旦多环芳烃沉积
到地球表面它们就可以移动。由于地表的大多数多环芳烃都与土壤颗粒结合[9, 16]，
因此影响多环芳烃运动的主要因素是土壤颗粒大小和土壤颗粒上孔径的大小[17]。
如果吸附多环芳烃的土壤颗粒不能运动，那么被吸附的多环芳烃的运动就会受到
限制。多环芳烃与土壤颗粒的结合效果取决于多环芳烃和土壤颗粒两者的性质。 
多环芳烃会通过与大气中多环芳烃的沉降相似的机制逐渐沉降到沉积环境
中。与大气中颗粒物结合的多环芳烃通过干沉降和湿沉降过程沉降到湖泊、溪流
和海洋的表面，这些多环芳烃随着水流不断分散最终汇入沉积物中。位于市区沉
积物中的多环芳烃受大气中多环芳烃的影响，它们还会汇集来自雨水、下水道污
水和路面径流的多环芳烃。多环芳烃汇入沉积物后就不能再运动，这是因为多环
芳烃的非极性性质抑制了它们在水中的溶解。当然多环芳烃并非完全不能溶于水，
尤其是那些小分子量的多环芳烃，因此总会有少量的多环芳烃溶于水中并被生物
利用[18]。 
1.2 多环芳烃的危害 
多环芳烃对水生生物的毒性受代谢和光氧化作用的影响，通常在紫外光下它
们拥有更强的毒性。多环芳烃对水生生物和鸟类表现出中度到高度毒性。土壤中
的多环芳烃对陆生无脊椎动物并没有表现出毒害作用，除非土壤已被严重污染。
多环芳烃会对生物体的繁殖、发育和免疫产生不利影响。哺乳动物摄入多环芳烃
的方式多种多样，包括呼吸、接触和摄食[18-20]。植物可以通过根系吸收多环芳烃
并转运至其他部位，吸收速率受多环芳烃浓度、水溶性、物理化学状态以及土壤
特性的影响，多环芳烃引起的植物毒害作用是非常少见的。某些植物能够抵抗多
环芳烃的危害，而另一些植物则可合成多环芳烃作为生长激素[20]。多环芳烃可
在环境中持久存在并通过生物链富集。陆生无脊椎动物中也发现了多环芳烃的生
物富集现象，不过多环芳烃的降解足以防止生物放大[21]。 
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不同多环芳烃对人体的危害并不相同，国际癌症研究机构将多环芳烃分为确
定人类致癌物、可疑人类致癌物和可能人类致癌物，它们分属 1、2A 和 2B 族[3]。
苯并芘属于确定人类致癌物，萘、屈、苯并蒽、苯并荧蒽属于可能人类致癌物。
多环芳烃对人类的危害与接触多环芳烃的途径、接触时间、多环芳烃的浓度和毒
性有关，此外还与接触者的健康状况和年龄有关[22]。职业性接触高浓度多环芳
烃会导致眼睛发炎、恶心、呕吐、腹泻和精神混乱[23]，然而现在并不清楚是哪
一种多环芳烃引起了这些症状，或者这些症状是由通常与多环芳烃共存的其他化
合物引起的。长期接触多环芳烃会导致人体免疫功能下降、白内障、肝肾损伤、
呼吸问题、哮喘类症状和肺功能异常，频繁地皮肤接触多环芳烃可能引起红斑和
皮肤炎症，如果大量吸入或者摄入萘则会引起红细胞破裂[24-26]。 
虽然多环芳烃本身也有毒性，但其危害主要是由多环芳烃的活性代谢物（如
环氧化物和二氢二醇衍生物）与细胞蛋白和 DNA 结合造成的[27]。生物化学破坏
和细胞损伤最终导致突变、发育畸形、肿瘤和癌症。对长期接触多环芳烃的职业
工作者进行研究发现，长期接触多环芳烃增加了他们罹患皮肤癌、肺癌、膀胱癌
和肠胃癌的风险[28]。苯并芘是第一个发现的化学致癌物，它也是导致动物癌症
的最常见的多环芳烃[29]。 
实验证明多环芳烃能够抑制啮齿动物的免疫反应，但多环芳烃引起免疫抑制
的具体机制目前还不清楚。多环芳烃引起的免疫抑制可能会使机体罹患癌症或感
染其他疾病。免疫作用的增强会使免疫细胞分泌更多的细胞因子从而引发炎症，
在特定情况下炎症会引发肿瘤、过敏反应和自身免疫反应[29]。多环芳烃本身并
不具有基因毒性，只有多环芳烃被代谢为二醇环氧化物时才能与 DNA 作用从而
引起基因损伤，基因毒性在癌症的引发中扮演重要角色[30, 31]。多环芳烃代谢物
能够引起碱基对的替换、读码框跳跃、基因缺失、S-期阻滞、DNA 链断裂和多
种多样的染色体异常[32, 33]。人类在孕期接触多环芳烃会导致婴儿体重下降、早
产和心脏畸形[34]。产前接触大量的多环芳烃婴儿会出现智力低下（3 岁）、行为
问题（6 岁和 8 岁）和小儿哮喘[35]。 
1.3 多环芳烃的生物降解 
环境中多环芳烃的降解有生物降解、光氧化、化学氧化、土壤吸附、浸出、
生物富集等途径[36-38]。每一种多环芳烃特有的结构、物理、化学和生理学特征使
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得各种处理方法对它们的作用效果也不尽相同。研究的最多的是好氧或厌氧微生
物对多环芳烃的降解。细菌要降解多环芳烃首先得摄取多环芳烃，多环芳烃在溶
解状态或者气态才可被细菌利用[39-41]，吸附于土壤颗粒的多环芳烃并不能被细菌
利用，因为降解多环芳烃的酶与多环芳烃是分开的[7, 42, 43]。影响多环芳烃生物利
用度的因素多种多样，比如多环芳烃在土壤中的时间长短会影响它们从土壤中解
吸附的速率[44]。 
多环芳烃水溶性的大小是影响多环芳烃生物利用度的重要因素，而多环芳烃
水溶性又与多环芳烃分子量的大小密切相关[45, 46]。弯接排列的多环芳烃在热力
学上最稳定，但其湾区则最容易受到降解酶的攻击，这使得弯接排列的多环芳烃
比线性或簇接排列的多环芳烃更容易降解。另一方面，如果多环芳烃降解菌生存
的环境中存在比多环芳烃容易利用的碳源时，多环芳烃的降解速率就会下降。当
降解酶的活性位点特异性不强时就会出现竞争性抑制，这些非特异性的酶能够与
多种化学物质结合，如果存在比多环芳烃容易利用的碳源降解菌就会利用这些碳
源[47]。生物修复尤其是微生物修复是多环芳烃降解的主要途径，自然环境中存
在着多种多样的微生物降解菌，能够降解低分子量多环芳烃的微生物数量比较多，
而能降解高分子量的多环芳烃的微生物数量较少[48, 49]。现已发现多种细菌能够
降解 BaP 在内的高分子量多环芳烃，如 Mycobacterium vanbaalenii PYR-1、
Novosphingobium pentaromativorans US6-1[122]等。 
目前，人们对 PAHs 的微生物降解机制更多的是关注代谢途径的解析，而对
于微生物是如何与 PAHs 分子相互作用，微生物是通过何种方式介导 PAHs 进入
细胞内以及微生物如何响应 PAHs 污染的降解机制研究较少。本课题组前期展开
了新鞘氨醇菌US6-1降解不同 PAHs的表达蛋白质组研究，获得了降解功能基因、
关键酶（系）、代谢通路等重要信息。其中 TonB 依赖性转运蛋白在 PAHs 作用下
表达量明显增加，且存在 PAHs 底物的特异性，这种 PAHs 诱导下高丰度表达的
差异蛋白是否与菌株 US6-1 适应、降解 PAHs 有关？目前关于新鞘氨醇杆菌
US6-1 TonB 蛋白的研究还是空白，相关研究将有助于揭示 N. pentaromativorans 
US6-1 对多环芳烃的响应机制。 
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